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Veroffentlicht 

Mil internationalem Recherchenbericht, 



(54) Title: ANTIBODIES ACTIVE AGAINST A FUSION POLYPEPTIDE COMPRISING A HISTIDINE PORTION 
(54) Bezeichnung: ANTDCORPER GEGEN EIN, EINEN HISTIDIN-ANTEIL AUFWEISENDES FUSIONSPOLYPEPTID 
(57) Abstract 

The present invention concerns anribodies which are active against a fusion polypeptide comprising a histidinc nortion, a process for 
their preparation and their use. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegcndc Eriindung bctriift AntikOrper gegcn ein, eincn Histidin-Anteil aufwcisendes Fusionspolypeptid, Verfahren zu ihier 
Herstellung und ihrc Vcrwendung. 



K 2316 PCT 

Deutsches Krebsforschungszentrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 
61920 Heidelberg 

Antikorper gegen ein, einen Histidin-Anteil aufweisendes Fusionspolypeptid 

Die vorliegende Erfindung betrifft Antikorper gegen ein, einen Histidin-Anteil auf- 
weisendes Fusionspolypeptid, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung. 

Es ist bekannt, ein Polypeptid in Form eines Histidin-Fusionspolypeptids zu ex- 
primieren. In einem solchen liegt ein Histidin-Anteil von z.B. 6-18 aufeinander 
folgenden Histidinresten fusioniert am C- Oder N-Terminus des Polypeptids vor. 
Damit ist es moglich, das Histidin-Fusionspoiypeptid mittels einer Nickel-Chelat- 
Chromatographiesaule aus dem Uberstand oder Zellysat der es exprimierenden 
Zelle zu isoiieren. 

Vorstehende Saule ist aber teuer. Ferner bedeutet \hr Einsatz einen groBen Zeitauf- 
wand. Daher eignet sie sich nicht zum schnellen Nachweis der Expression eines 
Histidin-Fusionspolypeptids. Ein solcher Nachweis ist aber von Noten, insbesonde- 
re, wenn er zum Screening vieler'Zellen herangezogen werden soli. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem die Expression eines Histidin-Fusionspolypeptids schnell nach- 
gewiesen werden kann. > . . 

ErfindungsgemaS wird dies durch einen Antikorper erreicht, der gegen ein, einen 
Histidin-Anteil aufweisendes Fusionspolypeptid gerichtet ist. 

Ein solcher Antikorper kann ein polyklonaler oder monoklonaler Antikorper sein, 
wobei ein monoklonaler Antikorper bevorzugt ist. Der Antikorper kann aus jegli- 
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chem Tier oder dem Menschen erhalten sein, wobei fCir einen polyklonalen Antikor- 
per Kaninchen und fur einen monoklonalen Mause bevorzugt sind. 

Ferner kann der Antikorper synthetisch sein, wobei ihm ggfs. Telle, die fur vor- 
stehende Erkennung nicht notwendig sind, ganz oder teilweise fehlen bzw. diese 
Teile durch andere ersetzt sind, die denn Antikorper weitere gunstige Eigenschaften 
verleihen. 

Der Ausdruck "Histidin-Anteil aufweisendes Fusionspolypeptid" umfaBt ein Po- 
lypeptid (Peptid) jeglicher Art und Lange, das einen Histidin-Anteil aufweist. Ein 
solches Polypeptid kann von jeglichen Zellen, z.B, Bakterien, Hefen, Insekten-, 
Pflanzen- und tierischen Zellen, sowie Organisnnen, z.B. transgenen Tieren, ex- 
primiert sein. Ein vorstehender Histidin-Anteil kann z.B. 6-18, vorzugsweise 6 
aufeinander folgende Histidinreste umfassen und fusioniert am N und/oder C- 
Terminus des Polypeptids vortiegen. 

Ein bevorzugter Antikorper der vorliegenden Erfindung, namlich ein monoklonaler 
Maus-Antikorper mit vorstehender Erkennung, wurde bei der DSM unter der Num- 
mer ACC 2207 ann 15. Febr. 1995 hinterlegt. 

ErfindungsgemaBe Antikorper konnen nach ubiichen Verfahren hergestellt werden. 
Sollen polyklonaie bzw. nnonoklonale Antikorper hergestellt werden, ist es gunstig, 
Tiere, insbesondere Kaninchen fCir erstere und Mause fur letztere Antikorper, nnit 
einem vorstehenden Histidin-Fusionspolypeptid, z.B. His p53 (vgl. deutsche 
Patentanmeldung P 42 32 823.3) oder His hdm2 (vgL deutsche Patentanmeidung . 
P 43 39 553,3), vorzugsweise einenn Gemisch aus solchen zu immunisieren. 
Weiteres Boostern der Tiere kann mit dem oder den^ gleichen Histidin-Fu- 
sionspolypeptiden erfolgen. Auch konnen andere Histidin-Fusionspolypeptide oder 
eine Kombination aus diesen und dem oder den vorhergehenden Histidin-Fusions- 
polypeptiden zum Boostern verwendet werden. Die polyklonalen Antikorper konnen 
dann aus dem Serum der Tiere erhalten werden. Fur die monoklonalen Antikorper 
werden Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert. 
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Zur Herstellung von synthetischen Antikorpern kann z.B. von vorstehend erhalte- 
nen, monoklonalen Antikorpern ausgegangen werden. Hierzu bietet sich an, die 
Antigen-Bindungsregionen der monoklonalen Antikorper zu analysieren und die fur 
vorstehende Erkennung notwendigen und nicht notwendigen Telle zu identifzieren. 
Die notwendigen Teiie konnen dann modifiziert und die nicht notwendigen ganz 
Oder teilweise eliminiert bzw. durch Teile ersetzt werden, die den Antikorpern 
weitere gunstige Eigenschaften verleihen, Auch konnen Teile auBerhalb der Bin- 
dungsregionen der Antikorper modifiziert, eliminiert Oder ersetzt werden. Der Fach- 
mann weiS, daS sich fur vorstehende MaBnahmen insbesondere die DNA-Rekom- 
binationstechnologie eignet. Diese ist ihm bestens vertraut. 

ErfindungsgemaSe Antikorper zeichnen sich dadurch aus, da(3 sie beliebige Fu- 
sionspolypeptide erkennen, die einen Histidin-Anteil aufweisen. Die Antikorper 
eignen sich daher zum schnellen Nachweis der Expression soicher Fusionspolypep- 
tide. Dies kann in beliebigen Nachweisverfahren, insbesondere in einem Western 
Blot, einem ELISA, einer Immunprazipitation oder einer Immunfluoreszenz, erfol- 
gen. Hierzu konnen die erfindungsgemaSen Antikorper, wenn es angebracht ist, 
markiert sein oder in Kombination mit markierten gegen sie gerichteten Antikorpern 
eingesetzt werden. 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele eriautert. 



Beispiei 1: Herstellung von monoklonalen Antikorpern 

Zur Immunisierung wurden Mause verwendet. Als Antigene wurden His hdm2 
(Aminosaure 1-284), His hdm2 (Aminosaure 58-491) und His p53 (Aminosaure 
66-393) (vgl. vorstehend) verwendet. Diese waren in einem Puffer aus 8 M 
Harnstoff, 100 mM NaH2P04, 10 mM Tris-Hcl geiost. 
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Immunisierungs- und Boosterschema: 



Tag 1 : 50 ;yl ( = 1 0 jjg) His hdm2 ( Aminosaure 1 -284) 

50 /il ( = 10 jjg) His hdm2 (Aminosaure 58-491) 
50 //I PBS (Phosphat-gepufferte Saline) 
150 //I Freund's Adjuvans komplett 



300 //I Mix 



200 jj\ des Mix wurden in eine Maus injiziert 

Tag 30: 50 jt/l ( = 10 jjg] His hdm2 (Aminosaure 1-284) 
50 //I ( = 10 /yg) His hdm2 (Aminosaure 58-491) 
20 //I PBS 

120 jj\ Freund's Adjuvans inkomplett 



240 /yl Mix 



200 pi des Mix wurden in vorstehende Maus injiziert. 



Tag 60: 50 /j\ ( = 10 pg) His hdm2 (Aminosaure 1-284) 
50 /y| ( = 10 pg] His hdm2 (Aminosaure 58-491) 
85 pi PBS 

1 1 5 //I Freund's Adjuvans inkomplett 



300 p\ Mix 

200 p\ des Mix wurden in vorstehende Maus injiziert. 



50 /yi ( = 10/yg) His hdm2 (Aminosaure 1-284) 
50 //I ( = 10 /jg) His hdm2 (Aminosaure 58-491 ) 
200 p\ PBS 



300 /y| Mix 

200 fj\ des Mix wurden in vorstehende Maus injiziert. 

1 50 /yl ( = 20 /yg) His p53 ( Anninosaure 66-393) 
150 jjl Freund's Adjuvans komplett 



300 ;j\ Mix 

200 /j\ des Mix wurden in vorstehende Maus injiziert. 

75 /yl ( = 10 /yg) His p53 (Aminosaure 66-393) 
25 /y| {= 5 pg) His hdm2 (Aminosaure 1-284) 
25 /yl (= 5 jjg) His hdm2 (Aminosaure 58-491) 
125 jj\ Freund's Adjuvans inkomplett 



250 fj\ Mix 

200 /yi des Mix wurden in vorstehende Maus injiziert. 

75 /yl ( = 10 /yg) His p53 (Aminosaure 66-393) 
25 //I (= 5 /yg) His hdm' 2 (Aminosaure 1-284) 
25 /yl (= 5 /yg) His hdm 2 (Anninosaure 5,8-491) 
125 /yj PBS 



250 //I Mix 



200 /yl des Mix wurden in vorstehende Maus injiziert. 
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Am Tag 262 wurde die Maus getotet. Milzzellen wurden ihr entnommen und mit 
Myelomzellen fusioniert. Es wurden monoklonale Antikorper erhalten. Einer dieser 
wurde bei der DSM unter ACC 2207 am 15. Febr. 1995 hinterlegt. 

Beispiel 2: Herstellung von polyklonalen Antikorpern 

Zur Immunisierung wurden Kaninchen verwendet. Es wurden die Antigene von 
Beispiel 1 verwendet. Das Immunisierung- und Boosterschema war identisch mit 
jenem von Beispiel 1 bis einschlieSlich Tag 90. 

Tag 92: Aus der Ohrvene des Kaninchens wurden 5 ml Blut entnommen und 
in einem ELISA bzw. Western-Blot auf Antikorper-Aktivitat getestet. 

Tag 93: Nach positivem Test am Tag 92, wurden die Tiere getotet und die 
Antikorper aus dem Serum gewonnen. 

Beispiel 3: Nachweis von Histidin-Fusionspolypeptiden durch erfindungsgemaRe 
Antikorper 

(a) Western-Blot 

Histidin-Fusionspoiypeptide, namlich His hdm2 (Aminosaure 1-284), His hdm2 
(Aminosaure 58-491) und His p53 (Aminosaure 66-393) von Beispiel 1 , sowie die 
Polypeptide hdm2 (Aminosaure 1-284), WAF T {= wildtyp aktivierender Faktqr) 
und t16 (= zell. regulierendes Protein) als Kontrolle wurden einer Polyacryiamid- 
Gelelektrophorese unterzogen. Das Gel wurde uber Nacht auf eine Nitrocellulose- 
membran ubertragen. Diese wurde dann mit vorstehendem, 1:10 bzw. 1:50 
verdunnten Antikorper ACC 2207 1 Std. bei 37°C inkubiert. Nach mehreren 
Waschschritten mit PBS (0,05 % Tween 20) wurde ein kauflicher alkalischer 
Phosphatase-gekoppelter Ziege-anti-Maus-Antikorper (Verdunnung nach Angabe 
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der Hersteller) zugegeben. Nach 30-minutiger Inkubation bei 37°C folgten mehrere 
Waschschritte mit PBS und anschlieSend die alkalische Phosphatase-Nachweisre- 
aktion mit aikalischer Phosphatase mit Entwicklerlosung (36 jjM 5'Bromo-4-chloro- 
3-indolylphosphat, 400 /jM Nitroblau-tetrazolium, 100 mM Tris-HCI, pH 9,5, 100 
mM NaCI, 5 mM MgClj) bei Raumtemperatur bis Banden sichtbar waren. 

Es zeigte sich, daB der erfindungsgemaBe Antikorper ACC 2207 spezifisch Histi- 
din-Fusionspolypeptide, nicht aber Polypeptide ohne Histidin-Anteil erkennt. 

(b) ELISA 

In eine 96-Loch-Platte wurden pro Loch je 100/yl mit 20 ng bzw. 8 ng der Histidin- 
Fusionspolypeptide bzw. der Kontrollen von (a) einpipettiert. Nach Inkubation uber 
Nacht bei 4°C schlossen sich 3 kurze Waschschritte mit PBS an. AnschlieSend 
erfolgte die Blockierung freier Bindungsstellen des polymeren Tragers durch ein- 
stundige Inkubation mit 1 % BSA in PBS bei 37°C. Der erfindungsgemaBe, 1:10 
bzw. 1:50 verdunnte Antikorper ACC 2207 wurde 1 Stunde bei 37°C auf der 
Platte inkubiert. Nach 8 Waschschritten mit PBS wurde der Peroxidase-gekoppelte 
Ziege anti-Maus Antikorper von (a) zugegeben. Nach 30-minutiger inkubation bei 
37*^C folgten 8 Waschschritte und anschlieSend die Peroxidase-Nachweisreaktion 
mit Entwicklungsiosung (50 mM. Natriumacetat, 0,4 mM 3,3', 5,5'-Tetramethyl- 
benzidin-dihydrochlorid, 4,4 mM HjOj) bei Raumtemperatur bis Banden sichtbar 
waren. 

Es zeigte sich, daB der erfindungsgemaBe Antikorper ACC. 2207 , spezifisch Histi- 
din-Fusionspolypeptide, nicht aber ein Polypeptid ohne Histidin-Anteil erkennt. 
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K 2316 

Patentanspruche 

1 . Antikorper gegen ein, einen Histidin-Anteil aufweisendes Fusionspolypeptid. 

2. Antikorper nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB er polyklonal ist. 

3. Antikorper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB er monoklonal 
ist. 

4. Antikorper nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafS er bei der DSM 
unter ACC 2207 hinterlegt ist. 

5. Verfahren zur Herstellung eines Antikorpers nach einem der Anspruche 1-4, 
dadurch gekennzeichnet, da(3 ein Tier mit einem Histidin-Fusionspolypeptid 
innnnunisiert wird, und 

(a) polyklonale Antikorper aus dem Serum des Tieres erhalten werden, 
Oder 

(b) monoklonale Antikorper nach Fusion von Milzzellen des Tieres mit 
Myelomzellen erhalten werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB ein Gemisch von 
Histidin-Fusionspolypeptiden zur Immunisierung eingesetzt wird. 

7. Verwendung eines Antikorpers nach einem der Anspruche 1-4 in einem 
Nachweisverfahren fur ein, einen Histidin-Anteil aufweisendes Fusionspo- 
lypeptid. 



8. Verwendung nach Anspruch 7, wobei das Nachweisverfahren ein Western- 
Blot, ein ELISA, eine Immunfluoreszenz oder eine Immunprazipitation ist. 
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Zusammenfassung 

Antikorper gegen ein, einen Histidin-Anteil aufweisendes Fusionspolypeptid 

Die vorliegende Erfindung betrifft Antikorper gegen ein, einen Histidin-Anteil auf 
weisendes Fusionspolypeptid, Verf ahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung 
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Patentanspriiche 



Antikorper gegen ein, einen Histidin-Anteil aufweisendes Fusionspolypeptid, 
wobei der Antikorper gegen den Histidin-Anteil gerichtet ist und dieser 6-18 
Histidinreste umfaSt. 

Antikorper nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daQ> er polyklonal ist. 

Antikorper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR er monoklonal 
ist. 

Antikorper nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daS er bei der DSM 
unter ACC 2207 hinterlegt ist. 

Verfahren zur Herstellung eines Antikorpers nach einem der Anspruche 1-4, 
dadurch gekennzeichnet, daS ein Tier mit einem Histidin-Fusionspolypeptid 
immunisiert wird, und 

(a) polyklonale Antikorper aus dem Serum des Tieres erhalten werden, 
Oder 

(b) monoklonale Antikorper nach Fusion von Miizzellen des Tieres mit 
Myelomzellen erhalten werden. 

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dad ein Gemisch von 
Histidin-Fusionspolypeptiden zur Immunisierung eingesetzt wird. 

Verwendung eines Antikorpers nach einem der Anspruche 1-4 in einem 
Nachweisverfahren fur ein, einen Histidin-Anteil aufweisendes Fusionspo- 
lypeptid. 

Verwendung nach Anspruch 7, wobei das Nachweisverfahren ein Western- 



Blot, ein ELISA, eine Immunfluoreszenz oder eine Immunprazipitation ist. 



DerAniras isi bei der zusidndi§en mil der inremationaten vorldun^en Prufun^ beaufirar-en Behdrde oder ',venn z^vei oder mehr Behdrden zustdndig siruL bei der 
vomAnmeldergewahlien Bendrce einzureichen. DerAnmelderkann den Namen oder den hveibitchsiaben^Code der Behdrde aufder mchsiehendenZeile an?eben. 
IPEA/ 

PCX 

ANTR\G AUF INTERNATIONALE VORLAUEIGE PRUFUNG 

nach Anikel 3 1 des Venrags Qber die incemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens' 
Der (die) Uncerzeichnete(n) beantragt (beancragen). da6 fiir die nachstehend bezeichneie incemationale Anmelduno 
die Internationale vorlautige Priifung nach dem Venrag uber die Internationale Zusammenarbeit auf dem 

Gebiet des Fateniwesens durchaefuhrt wird. 




Bezeichnuna der IPEA 



Von der mil der intemationalen vorlaufigen Priifung beaufiragten Behdrde auszufullen < 

Einganasdatum des ANTRAGS 



Feld Nr. I KENNZEICHNUNG DER INTERNATIONALEN ANMELDL'NG 


Aktenzeichen des Anmeiders oder Anwalts 
K 2316 - hu / msl 


Iniemacionales Aktenzeichen Incemationales Anmeidedaium uapMoncuJxmr) 

PCT/DE96/00369 :0l March 1996 (01.03.96) 


( Friihester ) Prioritiitsiag ' TapMonci/Jaiiri 

01 March 1995 (01.03.95) 


Bezeichnung der Emndung 

Antikorper gegen ein, sinen Histidin-Anteil aufv^eisendes Fusionspolypeptid 


Feld Nr. II A.NMELDER 


Name und Anschrift: tFamjiUnncme. Vomame: btijuristischenFersonenvoilsidrjihictKiU^^^^^ 

Bei dtr Anschrin sind die ?os:ieiizahl una der Seme des Srccrs un::i ^eberu i 

Deutsches Krsbsf orschungszsntrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 

D-69120 Heidelberg 


Teiefonnr.: 


Teiefaxnr.: 


Fsmschreibnr.: 


Siaatsangehorigkeit iStaat): j Siiz oder Wohnsiiz iSiaat): 
DE . i DE 



Name und Anschrift: ifcmiUenncme. Vomcme: bit jumiischffi Personen voibtdrJite sirSid^^ Settler Arjchrift nnd die Posiuitzzhium der Seme des Si 



Zentgraf , Hanswalter 
BluntschlistraBe 6 
D-69115 Heidelberg 



Staacsangehorigkeit (Staat): j | Siiz oder Wohnsiiz (Siaat): 

.OF : i np 

Name und Anschrin: (FrjniHerj-jjr.e. Vt)nu^r.e: -jei junsnschen Pencner. voiis:arjii?i jnu^iiche Sezftciinuri^. Bei der Ar^hnft sirJ die PosueiVizhl imd der Sar.e des Siacis mz^ 

Tessmer , Claudia 
Hdhenstrafte 23 
D-74869 Schwarzach 



Staatsangehdrigkeic < Staat): 
DE 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
OE 



Incemationales Akienzeichen 



PCT/DE96/00369 



Fortsetzung von Feld Nr. II AiNMELDER 


Wird keines der folgenden Felder benuizt, so ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufugen. 


Name und Anschrifi: (FamilUnncme. Vomame: beijurisv:sc:vnPenonenvoiUxndi^etimili^^ BeiderAnxhripsirJdiePostieinahluttdiUrNamdesStc^^ 


Velhagen Iris 
GoestraBe 14 
D-68723 Schwetzingen 




Staatsangehorigkeit (Staat): 

_riF 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
OE 


Name und Anschrifi: {FamUienname. Vomanu: bei junsiuc'r^nPerumenvoihzdrjiiieiimtiic'r^ Set der Anxhnn sirj Jie PosiUitzahl uiui der S'ame ces Sicais 


Schwinn , Susanne 
Robert -Bosch-StraBe 14 
D-68766 Hockenheim 




Staatsangehorigkeit (Staat): 
OE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
OE 


Name und Anschrifi: (Famiuenncme.VorKame: beijurisnschir.Perzoitenvoihzcr^iitarniiic^^^ 3ii der Anx'rjihsirM die Posdeuzpkl und dir Same desS'M^ 


Frey, Manfred 
LessingstraBe 12 
0-68259 Mannheim 




Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Siaat): 
OE 


Name und Anschnfl: (Fanuiisrjuur.e.VorrMme: beiittrisnschenPsnoaenixnh:drMifeamiiicheBezeich Bei der Anschrwsird die Posdeicphlumi der Same desSicaisa^ 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


[ ~| Weiiere Anmeider sind auf einem zusiitziichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formbiatt PCT/IPE.'\/401 (Fortsetzungsblatt) (Januar 1994; Nachdmck Januar 1996) Siehe Anmerkungen zu diesem Aniragsformular 



Blatt Nr. . . .3 . 



Inicmaiionales Aktenzeichen 
PCT/OE :96/00369 



Feld Nr. Ill ANWALT ODER GE>{EINSAMER VERTRETER: ZUSTELLANSCHRIFT 



Die tblgende Person isi [(X | Anwalt | | geoieinsamer Venrecer 

fx! ^'^^ ^'O" ^^^^ Anmeldenn) bereits frxiher besieilt worden und venritt ihn «'sie) auch air die iniemadonale voriaun<»e 
" ' Priifuna. 

□ 

wird hiernuc besieilt: eine etwaige friihere Bestellung eines Anwalts/gemeinsamen Ver.reters wird hierrnit widerrufen. 

I I wird hiermit zusdiziich zu dem bereits fniher bestellten Anwalt/gemeinsamen Venreter. nur fur das Verfahren vor der 
' ' mic der intemationalen voriaungen Priifung beauftragien Behorlie besteilt. 



Name und Anschrifl: {FQirAiUnr.cme, ^''orr.cme: bsijurisiischenPiricnenvoilsidrjii-^e-^^^^ 1 Telefonnr.: 

3ei tier Arjchrif: sind die Fosdetrzshl und der .Wcms des Siccis tinzitneber.. I \ 

: 089/42724748 



Patentanwalte :Tdefaxnr.: 
Ruber & SchuBler • 089/42724749 
Truderinger StraBe 246 • 



: Femschreibnr.: 

81825 Munchen 



□ Dieses Kastchen ist anzukreuzen. wenn ke:n Anwalt oder gemeinsamer Vertreter besteiii ist und stati dessen im obiaen 
Feld eine spezielle Zusteilanschrift angegeben wird. 



Feld Nr. IV ERKL.ARUNG BETREFFEND ANDERLNGEN 



Der Anmelder wUnschi. da6 die mit der intemationalen voriaufigen Priifung beauftraete Behorde^ 

i) I I intemationale vorliiurlge Priifung auf der Grundlage der intemationalen Anmelduna in der urspriinalich 
I 1 eingereichten Fassung aufnimmt. 

ii) □ die Anderunsen nach Anikel 3-i 

I I der Beschreibung (Anderungen liegen beii 

I I der Anspriiche i Anderungen liegen be:) 

I I der Zeichnungen c Anderungen liegen bei» 
berucksichtigt. 

iii) I I die beim Intemationalen Buro eingereichten Anderunuen der Anspriiche nach Anikei 19 beriicksichiist (Kopie liest 
I ! bei). . ^ 

iv) I I die Anderungen der AnsprUche nach Artikel 19 nicht berucksichtigt. sondem als uberholt ansiehi. 

V} I I «^en Beginn der intemationalen vorliiurlgen Prufung bis zum .Ablauf von 20 Monaten ab dem Prioritatsdatum 

' 1 aufschiebt. sofem die Behdrde nicht eine Kopie nach .\rtikel 19 vorgenommener .Anderungen oder eine Erkliirung des 

Anmelders erhalt. daG er keine solchen .Anderungen vomehmen will (Regei 69.1 d)). (Dieses Kastchen darf nur 
angekreuzi wrerden. wenn die Frisr nach Anikei 19 nodi nic/u ah^elaufen ist.) 



Wenn kein Kastchen angekreuzt wird. wird mit der intemationalen vorlaurlgen Pnifung auf der Gmndlage der intemationalen 
.Anmeldung in der urspriinglich eingereichten Fassung begonnen; wenn eine Kopie der" .Anderungen der .Anspriiche nach 
Arxikel 19 und/oder .Anderungen der intemationalen .AnmeTdung nach -Artikel 3- bei der mit der intemationalen voriaufigen 
Prufung beaufcragten Behorde einge.hi. bevor diese mit der Erstellung eines schriftlichen Bescheids oder des iniemauonalen 
voriaufigen Priifungsberichts begonnen hat. wird jedoch die geiindene Fassuns verwendet. 



Feld Nr. V BENENNUNG VON ST.AATEN ALS AUSGEW.aHLTE STAATEN 



Der .Anmelder benennt als ausgewahlte Staaien aile auswiihlbaren Staaten (das heiflt. alle Staaten, die bestimmt wtirden 
und durch Kapitel II des PCT ^ebunden sind) ausgenommen 



(Mochte der Anmelder bestimmte Staaten nicht aus\\rdfilen. sind die Namen oder Zweibuchstaben-Codes dieser Staaten 
auf den obenstehenden Zeilen anzuseben.) 



Blacc Nr. 



Incemationales Akienzeichen 
PCT/DE96/00369 



Feld Nr. VI KONTROLLISTE 



Dem Antrag liegen folgende Unteriagen fur die Zwecke der 
intemadonalen vorlaufisen Priifung bei: 



I. 


Anderungen nach Anikel 34 




erhalten 


nicht erhalten 




Beschreibung : 


Blatter 


□ 


□ 




Anspniche : 


Blatter 


□ 


□ 




Zeichnungen 


Blatter 


□ 


□ 


2. 


Begieitschreiben zu den 










Anderungen nach Anikel 34 : 


Blatter 


□ 


□ 


3. 


Kopie der Anderungen nach Anikei 19 


Blatter 


□ 


□ 


4. 


Kopie einer Erkliirung nach Anikel 19 : 


Blatter 


□ 


□ 


5. 


Sonsiige (einzeln auffiihren) : : 


Blatter 


□ 


□ 



Von der mit der intemationalen vorlaufigen Priifung 
beauftraaien Behbrde auszufiiUen 



Dem Antrag liegen auBerdem die nachstehend angekreuzten Unteriagen bei: 

1. I I unterzeichnete gesondene Vollmacht 4, | X | Blatt fur die Gebiihrenberechnung 

2. I I Kopie der aliaemeinen Vollmacht 5. [ | sonsii^^ {einzehi tiujpihrenr. 

3. I I Begriindung fur das Fehlen der Unterschrift 



Feld Nr. VII UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS, ANWaLTS ODER GEMEINSAMEN VERTRETERS 



Der Name ieder unterzsichnenden Person ist neben der Unierschrin zu 'Uederhoien. und es is: cnzu^eben. sofeni sicii dies nicht aus dem Anira!^ er^ioL 
inwekherEi^enschafidiePersonunterzeichnei. 



er 1996 




Patentan 



Von der mit der intemationalen vorlaurlaen Priifuna beaufiraaien Behorde auzufiillen 



I. Datum des tatsachlichen Einaanas des ANTRAGS; 



2. Geandenes Eingangsdatum des Antrags aufgrund 
von BERICHTIGUNGEN nach Reael m.X.hY 



□ 



Eingangsdatum des Antrags NACH Ablaut von 19 Monaien ab 
Prioritatsdatum: Punki 4 und Punkt 5. unien. fmden keine Anwenduna. 



□ 



Der Anmelder wurde 
entsprechend unierrichtet 



4. I J Eingangsdatum des Antrags UWERHALB 19 Monate ab Prioritatsdatum wegen Frisr^erlangerung nach Regel 80.5. 



□ Das Eingangsdatum des Antrags liegt nach Ablauf von 19 Montaten ab Prioritatsdatum. der verspatete Eingang ist aber nach 
Reael 82 ENTSCHULDIGT. 



Vom Intemationalen Biiro auszufiitlen 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER VORIAUFIGER PROFUNGSBERICHT 
(Anikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder An waits 
K 2316 hu/msl 


WEITERES siehe Mitteilung Qber die Ubersendung des internationaJen 
VORGEHEN vorlaufigen Priifungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE 96/ 00369 


Internationales Anmeldedatum 
( TagjMonatlJahr) 

01/03/1996 


Prioritatsdatum (TagiMonat/Jahr) 
01/03/1995 


Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 

C07K16/00 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et al. 



1. Der Internationale vorlaufige Priifungsberichi wurde von der mit der Internationale n vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 Qbermittelt. 



Dieser BERICHT umfaflt insgesamt 



it 



Blatter einschliefilich dieses Deckblatts. 



I Aufierdem Uegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspriichen und/oder 
Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser Behorde vorgenom- 
menen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Vcrwaltungsrichtlinien zum PCT) 



Diese Anlagen umfassen insgesamt ^ 



2. 



Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben und die entsprcchcnden Seiten zu folgenden Punkten: 



I 




It 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




vin 


□ 



gcwerblichen Anwendbarkeit; Unterlagcn und Erklarungen zur Sttitzung dieser Feststellung 



Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
30/09/1996 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

3 0. OS. 97 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde 

^ Europaisches Patentamt 
JJft D-«0298 Milnchen 

O/JJ Tel. (^49-89) 2399-0. Tx: 523656 epmu d 
Fax: f - 49-;^9^ 7399-4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

IaJ c L^vS^ W. Linker 



Internationales Aktenzeichen 
INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT PCT/DE96/00369 



I. Grundlage des Bericiits 



1. Dieser Bericht Vfurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die des Aniaeldeaat auf eine Auffordenmg nach 
Artikel 14 bin vorgelegt wurden, gelten ia Rahaen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ilua 
nicht beigefugt, *eil sie keine Andenmgen enthalten.) 

[ J der intemationalen Aimeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung. 



[x] der Beschreibung, Seite/n l-7_ 

Seite/n 

Seite/n 

Seite/n 



in der ursprunglich eingereichten Fassung. 
eingereicht ait dea Antrag. 

_/ eingereicht ait Schreiben voh 

eingereicht ait Schreiben voa 



[x] der Anspruche, Mr. 

Mr. 
Nr. 



Nr. 1-8^ 
Nr. 



in der ursprunglich eingereichten Fassung. 
^, in der nach .Artikel 19 geanderten Fassung. 
eingereicht ait dea Antrag. 
eingereicht ait Schreiben voa 11 . 04 . 97. 
eingereicht ait Schreiben voa , 



der Zeichnungen, Blatt/Abb. 

Blatt/.Abb. 
Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 



in der ursprunglich eingereichten 
Fassung. 

eingereicht ait dea .Antrag. 
eingereicht ait Schreiben 

voa . 

eingereicht ait Schreiben 
voa . 



2. Aufgrund der .Andenmgen sind folgende Onterlagen fortgef alien: 

( ) Beschreibung: Seite 

( ) Anspruche: Mr. 



( ] Zeichnungen: Blatt/Abb. 



3. ( ] Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Andenmgen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Kegel 70.2 c)). 



4. Etwaige zusatzliche Beaerkungen: 



Internationales Aktenzeichen 
INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT PCT/DE9 6/003 69 



V. Begrundete Feststellimg nach Artikel 35(2) hinsic±tlicii der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
qewerblicben Anwendbarkeit; Onterlagen und Erlautenmgen zinr Stutzung dieser Feststellung 



1. FESTSTELLUNG 



Neuheit Anspruche 1-8 JA 

Ansprucfae NEIN 

Erfinderiscbe Tatigkeit Ansprucfae 1-8 JA 

Anspruche NEIN 

Gewerbliche Anwendbarkeit Anspruche 1-8 JA 

Anspruche NEIN 



2. ONTERLAGEN DND ERLADTERDNGEN 

1. Das folgende iia Recherchenbericht zitierte Dokument ist: 
in diesem Bericht beriicksichtigt worden: 

Dl: D.B. EVANS et al. (1992), J. of Immunological 



Methods 156 . 231-238 




2- Die Gegenstande der Anspruche 1-8 sind aus dem ermit- 

telten Stand der Technik weder bekannt, noch werden sie 
durch ihn nahegelegt. Die beanspruchte Erfindxing erfullt 
daher die in Artikel 33 (2) und (3) genannten Kriterien. 

3. Aus deiQ nachstliegenden Stand der Technik (Dl) sind An- 
tikorper bekannt, die den metallbindenden Peptidanteil 
( His-Asp-His-Asp-His- ) eines Fusionsproteins erkennen . 
Die beanspruchten Antikorper unterscheiden sich hiervon 
dadurch, daB sie gegen den 6-18 Histidinreste umfassen- 
den Histidinanteil eines entsprechenden 

Fusionspolypeptids gerichtet sind. Die erf indungsgemaBen 
Antikorper konnen zum Nachweis der Expression von 
Histidin-Fusionspolypeptiden verwendet werden. 



INTERNATIONALJER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE96/00369 



VII. Bestiamte Mangel der internationalen AnBeldung 



Es wurde festqestellt, daB die Internationale Aniaeldung nach Fora oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
1. Die Dokumente : 

A.G. CAMPBELL AND D.S. RAY (1993), Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 90, 9350-9354 
T.J. PEDERSEN AND L. HANLEY-BOWDOIN (1994), 

Virology 202, 1070-1075 
A.H. PATEL AND J.B. MACLEAN (1995), 

Virology 206, 465-478 
D.B. EVANS et al . (1992), J. of Immunological 

Methods 156 , 231-238 

wurden in der Beschreibung nicht angegeben; auch der 
darin enthaltene einschlagige Stand der Technik wurde 
nicht kurz umrissen. Die Erf ordernisse der Regel 
5.1(a) (ii) PCT sind somit nicht erfiillt. 



